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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
高等植物において,2っ の細胞が1っ に合体する現象は,受 精時を除 いて存在 しない。
しか し,こ の場合融合す るのは核のみで,細 胞質の融合は起 こらず母親の細胞質のみが遺
伝する。細胞質雄性不稔や抗生物質抵抗性 など細胞質遺伝子(ミ トコン ドリァ遺伝子,葉
緑体遺伝子)が 支配す る有用形質が多 々存在するに もかかわ らず,そ の利用は特定の植物
のみに限 られ,他 種植物における作 出および導入は難 しい。プロ トプラス トを用いた細胞
融合法では,核 遺伝子のみな らず細胞質遺伝子の融合 も生 じるため,細 胞質遺伝子が支配
する有用形質の導入 も可能である。近年,遺 伝子 レベ ルでの解析方法を用 いて,2種 の細
胞を融合 した後の,核 あるいは細胞質遺伝子の動向に関す る研究がなされるよ うになった
が,そ の情報量 は非常 に少 ない。特に遠縁種間植物 同士の細胞融合では融合体を作出する
こと自体が非常 に困難であ り,遺 伝子 レベルでの解析例はほとん どない。 そこで容易に体
細胞雑種植物を得 るために,放 射線照射処理を用いた細胞融合法の検討を行い(1章),さ
らに数種 の遠縁種の植物,タ バコ+ニ ンジン(2章),イ ネ+ニ ンジン(3章),オ オ ムギ+ニ
ンジン(5章),オ オムギ+イ ネ(6章)の 組み合わせにおいて細胞融合を行い,得 られた融合
体を遺伝子 レベルで解析 し,核あるいは細胞質遺伝子の再構成および遺伝子発現(4章)等
にっいて調査 した。





に困難 とされて きた。 これ らの問
題を克服する1っ の方法 と して,
融合前 にプロ トプラス トに放射線
を照射する方法が用い られている。
しか し,放 射線照射が高等植物の
プ ロ トプラス トに及 ぼす影響にっ
いて詳細 に調査 された報告 はな く,
基礎的知見を得 るために実験を行
った。その結果,葉 肉細胞 と懸濁
培養細胞か ら単離 したプロ トプラ

































































































始 されることがわか った。放射線照射処理を行 ったプロ トプラス ト同士を融合 し培養 した
場合,融 合せずに培養 した場合 よりも分裂率が増加 した。
第3章 タバコ(ナ ス科)と ニ ンジン(セ リ科)の 科間体細胞雑種の作出と解析
毎 磁馨勲 一姓 月
行 っ た 。 カ ナ マ イ シ ン を 含 む 培 地 で 選 抜 し たFig.3M。rph。1。gies。fsomatlchyb「idand
カルスから13個の再分化渤 体が得られた。朧 識 朧1識 ざi認,X盟 認 鷺
カナマイシン耐性(核 遺伝子支配),ス トレ
マ 　
ご;了蕨蕪 繋 編 瓢 員醗 、
コ(KR-SA),あ るいは,カ ナマイ シン耐性,ス
トレプ トマイ シン耐性の緑色 タバ コ(KR-SA)
と細胞質雄性不稔(ミ トコ ン ドリア遺伝子支
配)形 質を もつニ ンジンを用いて細胞融合を
爵
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再 分化植物体は形態的にはニ ンジンの形態に酷似 していた(Fig.3)。 染色体数は23-32本 と
両親の染色体数を合わせた数(66)よ りも少な く,多 くの染色体が脱落 していた。また,再分
化植物体はすべてカナマイシンに対
して耐性を もち,ス トレプ トマイ シ
ンに対 して は耐性 の もの と感受性の
ものとが分離 した。サザ ンハイブ リ
ダイゼーシ ョンの結果,再 分化植物
体はカナマイ シン耐性遺伝子(NPTπ
gene)を 保持 して いた(Fig.4)。 また,
ミトコン ドリア遺伝子を解析 した結
果,再 分化植物体 はニ ンジン親由来
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第4章 イネ(イ ネ科)と ニ ンジン(セ リ科)の 科間体細胞雑種の作 出と解析
5一 メチル トリプ トファン(5HT)抵 抗性(核 遺伝子支配)イ ネと細胞質雄性不稔(ミ トコン
ドリア遺伝子支配)の ニ ンジンを用 いて細胞融合を行 った。イネのカルス より単離 したプ
ロ トプラス トに ヨー ドアD
.carotaO.sativa
セ トア ミ ド(10A)処 理を
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驚 盈 「騰 繍1鶏 御・目1川 奮帥・}ILI世1
一 ンを 示 した ・さ ら に ・イ ネ よ 弾 離 さ れ240關 一 … 只 四r1施 炉 一 一 ・一
たrgPヱ 遺 伝 子(GTP-bindingProteinを コ&5一 「3一 一"幽 一一
一 ドす る 遺 伝 子)を プ ロ ー ブ に 用 い て サ
3.o_}4 .6一'"
ザ ン解析を行 った結果,再 分化植物体は
イネとニ ンジンのバ ン ドを合わせ持っパ1β 一●
1,6一●
ター ンを示 した。葉緑体遺伝子の解析 に
おいては・すべてニ ンジンタイプを示 し・(A》(B)
ミ トコ ン ド リ ア 遺 伝 子 に お い て は5系 統Fig
.6へBSouthernhybridizationdmtDNAfrom
の う ち1系 統 に 両 親 に は 見 ら れ な い ユ ニ σ5af'γa・aσa「ofaandsomatichyb「ids(nos'1'5}'
Fragmentsofatp6(A)andcob(B)wereusedas
一 ク な バ ン ドが 観 察 さ れ た(Fig .6)。 以 上probes.
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第5章 イネとニ ンジンの体細胞雑種植物の解析一5MT抵 抗性の発現 につ いて
第4章 で得 られた体細胞雑種 はすべて5MTに 対 し.て抵抗性を有 して いた。.これ らの抵








は200皿g/1の5M↑ を 含 む Φ
〉
培地で生育阻害を受けた 慧



































































ス ミ ン酸 か ら
ア ン ス ラニ ル 酸 が 合 成 さ れ
る 際 に 働 く,ア ン ス ラ ニ ル
酸 シ ン タ ー ゼ(AS)お よ び(
ト リプ トフ ァ.ンシ ンタ ら ゼ.、)
〉
(TS)の 酵素活性を測定 し ξ
リロ
た ところ1抵 抗性 イネおよ ち
び体細胞顯 は感難 ニン8
ジンよりも高 い活性を示 し く
た(Table3)。 ま たASの 活
性 は微 量 の ト リ.プ.トフ ァ ン
に よ って.フ ィ.一 ドバ ック 阻
害 を 受 け た(Fig.9)。 さ ら に
ASを コ ー 、ドす る 遺 伝 子,.
亡rpEgeneを 用 い て ノ・一ザ ン






















現量を もっ ことが分か った(Fig.10)。






































第6章 ムギ(イ ネ科)と ニ ンジン(セ リ科)の 科間体細胞雑種の作出と解析
オオムギは低温や塩などの環境ス トレスに対 して比較的強 い作物である。本実験ではオ
オムギの特性を雑種選抜のマーカー として利用 し,そ の特性の他植物への導入の可能性 に
っいて検討 した。オオムギの幼植物,ニ ンジンの懸濁培養細胞(6カ 月闇継代培養 した も
の)よ りプロ トプラス トを調製 し細胞融合を行 った。1カ 月閻,暗 所,25℃ で培養 した後,
5週 問暗所,4℃ で低温培養 した。その後,1カ 月間,明 所,25℃ で培養を行い,生 育のよ
いカルスを選抜 し,再分化培地へ移 した。その結果3個 体の再分化植物体が得 られた。これ
らの再分化植物体をそれぞれNo.『1,2,3と した。両親 のプ ロ トプラス トに対 して も同様な処
理を施 したが,再 分化植物体がえ られなかった。これ らの再分化植物体は形態的 にはニ ンジ
ンに酷似 して いたが24本 の染色体を保持 していた(Fig.11)。 また,rg:p1遺 伝子をプロ「ブ




ミ トコン ドリア遺伝子を解析 した結果,
a亡p6を プローブに用いた際 に,No.1
はニ ンジン由来のバ ン ドと両親 には見
られないユニークなバ ン ドを持っパタ
ー ンを示 した。 さらに葉緑体遺伝子を
解析 した結果,イ ネの葉緑体遺伝子の
Ba皿旺1-3,8番 目の断片をプローブに用
いた際にニ ンジンとオオムギのバ ン ド
を 合 わ せ 持 っ パ タ ーンを 示 した(Fig.13)。
これ らの結果より,本 章 で得 られた再
分化植物体はニ ンジンとオオムギの科









に対する耐性 に関 しては,雑 種
No.1は ニ ンジンと同様な生育阻












































と同様な差異はKC1の 場合に も観察 された。オオムギの塩あるいは水分ス トレスに対す る
反応 として細胞 内にベタインを過剰に蓄積することが知 られている。そ こで,NaC1の ス ト
レスをかけた場合 とかけなかった場合,及 び,KC1の ス トレスをかけた場合 とかけなか っ
た場合のベタイ ン蓄積量 について調査 した。その結果,NaC1に 対 して耐性を示 したオオム
ギおよび雑種No.2に おいては,NaC1存:在 下でベタイ ン含量が2倍 以上増加す ることが分か
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5一メチル トリプ トファン(5置T)抵抗性,ビ アラフオス抵抗性 イネとオオムギを用いて細胞
融合を行った。イネの繭培養によって作成 した懸濁培養細胞 とオオムギの幼植物 よりプ ロ
トプラス トを単離 し融合 した。イネの培養細胞 は再分化能を欠如 し,オオムギのプロ トプラ
ス トは培養が難 しく細胞分裂を行わなか った。得 られたカルスすべてを再分化培地へ移 し,
再分化を試みたところ数個のカルスはグ リー ンスポ ットやshootを 形成 した。しか し,褐変
死するものや成長が停止 して しま うものも見 られ,最 終的に順化 に成功 したのは1個 体の
みであった。形態的にはイネに酷似 していたが,オ オムギ由来の染色体を保持 していた。
イネより単離された亡τpB遺 伝子を用いてサザ ンハイブ リダイゼーションを行 った結果,再
分化植物体は両親 のバ ン ドを合わせ持 っていた。 ミトコ ン ドリア遺伝子や葉緑体遺伝子を




lines tillers Seeds Pollens'
Plantheight
cm
O.saliva 羽.5 ss.s 93.2 97.3
Somatic




これまで科間体細胞雑種植物の作出例はほ とんど知 られていない。本研究では,3種 の
科闇体細胞雑種植物 と1種 の属間体細胞雑種植物の作出および解析を行 った。その結果,
種の離れた植物問の細胞融合では,'多くの染色体が脱落 し,表現型 として現れた方の親の染
色体に他方の親の染色体の一部が加わったのみであった。 しか し,選 抜圧 として用 いたカ
ナマイシ ン耐性 に関与す るneo皿ycinephosphotrasferase(NPTII)遺 伝子,5HT抵 抗性 に
関与するア ンスラニル酸 シンターゼ(AS)遺 伝子などぽ融合体内に維持されてお り,細 胞内
で も発現 していることが示された。 これ らの結果は,今 後,染 色体 というマクロな遺伝子
群のtransferの 可能性を示唆す るもので る。細胞質遺伝子においてはこれまで近縁種間の
体細胞雑種で報告 されて来たように ミトコン ドリア遺伝子の再構成が生 じるこどが示され




論 文 審 査 の 要 旨
プロトプラス トを用いた細胞融合では,性 的交配と異な り,核 のみならず細胞質も融合する。
近年,遺 伝子解析の手法によって,細 胞融合後の核と細胞質遺伝子の動向に関する研究がなされ
るようになったが,そ の情報量は非常に少ない。特に遠縁種間植物の細胞融合では,融 合体植物
を作出すること自体が非常に困難であ り,遺 伝子 レベルでの解析例はほとんどない。本研究は,
高等植物における遠縁間(科,属 間)体 細胞雑種の作出とその解析をおこなったものである。
まず,体 細胞雑種を効率 よく育成するために,X線 照射処理のプロトプラス トへの影響につい
て検討し,融 合前のX線 処理の条件を明らかにした。次に,こ の条件を用いて,タ バコ+ニ ンジ
ン,イ ネ+ニ ンジンの細胞融合を行った。また,オ オムギの特性(低 温耐性)を 利用 した雑種選
抜法によって,オ オムギ+ニ ンジン,オ オムギ+イ ネの組み合わせにおいて細胞融合を行い,育




種植物を解析した結果,い ずれの組み合わせにおいて,多 数の染色体が脱落 し,植 物体の表現型
として現れた方の染色体に他方の親の染色体の一部が加わったのみであった。 しか し,雑 種選抜
圧として用いたカナマイシン耐性に関与するneomycinephosphotransferase(NPTH)遺 伝子,5
一メチル トリプトファン耐性に関与するアンスラニル酸シンターゼ(AS)遺 伝子な どは雑種 内
に維持されてお り,細 胞内で発現 していることが示 された。 これらの結果は,細 胞融合 と適度の
雑種選抜圧によって,遺 伝子群の導入の可能性を示唆するものである。また,細 胞質遺伝子にお
いては,こ れまで近縁種間の体細胞雑種で報告 されてきたように,ミ トコンドリア遺伝子の再構
成が生じることが示された。さらに,近 縁間雑種では,葉 緑体DNAの 両親 との差異を識別するこ
とが非常に困難であり,そ の構成が明確ではなかったが,本 研究の遠縁問植物を用いることに
よって,葉 緑体遺伝子の再構成が起 こり得 ることがわかった。従 って,本 研究は,細 胞融合研究
の新展開をもたらすものであ り,審 査員一同は,本 論文提出者は博土(農 学)の 学位を受けるに
値するものと判定 した。
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